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英文要約
BackR7o""ｃＺ ＡＺｍｓ： Nonalcoholicsteatohepatitis（NASH）wasfOundtobecorrelatedwith
cardiovasculardiseaseeventsindependentofthemetabolicsyndrome・Theaimofthisstudywasto
illvestigatewhetheranatherogenic(Ath)dietinducespathologyofsteatohepatitisnecessaryfOrthe
diagnosiｓｏｆｈｕｍａｎＮＡＳＨａｎｄｈｏｗｃｈｏｌｅｓｔｃｒｏｌａndtriglyceridesalterthehepaticgeneexpression
profilesresponsiblefOroxidativestress・McZHzMF：Weinvestigatedtheliverpathologｙａｎｄｐｌａｓｍａａｎｄ
ｈｅｐａｔｉｃｌｉｐｉｄｓｏｆｍｉｃｅｆｅｄｔｈｅＡｔｈｄｉet・Thehepaticgeneexpressionprofilewasexaminedusing
mlcroarrays・
ReszJJな:TheAthdietinducedlipidperoxidationandstellatecellactivationintheliver,andfInallycaused
pre-cirrhoticsteatohepatitisafter24weeks・Cellularballooningwasobservedincontrasttoexisting
animalmodels・Theadditionofahigh-fatcomponenttotheAthdietcausedinsulinresistanceandfUrther
acceleratedsteatohepatitis・G1obalgeneexpressionanalysisrevealedthattheAthdietup-regulatedthe
hepaticmRNAexpressionofgenesfCrfattyacidsynthesisandtransport,oxidativestress,inflammation，
andfibrogenesis,whichwerefUrtheracceleratedbytheadditionofahigh-fatcomponent・Conversely,the
high-fatcomponentdown-regulatedhepaticmRNAexpressionofantioxidantenzymesandmight
increaseoxidativestress．
ＣＯ"cﾉzJsjo"s：Ｔｈｉｓ modelsuggeststhecriticalroleoflipidsincausingoxidativestressandinsulin
resistanceleadingtosteatohepatitis．
－８－
要旨本文
【導入】近年,日本や欧米では，肥満，糖尿病，高脂血症，高血圧症などを合併するメタボリックシンドロ
ームが急増し，大きな問題となっている'-3．これらの病態の根底には，脂肪分の過剰な摂取や運動不足によ
って引き起こされる過栄養状態が存在している．長期間の過栄養状態は，様々な臓器に脂肪蓄積をさせ，臓
器障害をもたらす，なかでも肝臓は，糖・脂質合成と代謝，タンパク合成を担う重要な臓器であるにも関わ
らず，他の臓器に先行して脂肪が蓄積する4,5．近年，メタボリックシンドロームの増加に伴い，肝臓への
脂肪蓄積によって肝障害をきたす脂肪性肝疾患（fattyliverdisease）も増加の一途をたどっている6,7．
脂肪性肝疾患の病因として，飲酒による過剰なアルコール摂取が知られていたが，1980年代から飲酒歴が
ないにも関わらず，組織学的にアルコール性肝炎に類似し，肝硬変への進展を認める症例が報告され，非ア
ルコール性脂肪性肝疾患（non-alcoholicfattyliverdisease,NAF、）という疾患概念が提唱された8,9．ＮＡＦｍ
は，飲酒歴・肝炎ウイルス（HBVHCV）感染などが無いにも関わらず，肝細胞に脂肪蓄積のみを認める単純
性脂肪肝と，脂肪化に壊死・炎症や線維化を伴う脂肪肝炎（non-alcoholicsteatohepatitis,NASH）に大きく分
類される（Figurel)．現在では，ＮＡＳＨはNAF、の重症型と考えられている'０．
ＭF、患者の20-30％は，肝線維化有するＮＡＳＨへ進展する'1．ＮＡＳＨは，単純性脂肪肝とは異なり，５－１０
年で5-20％の症例が肝硬変に進行し,そのうち40-60％が肝不全，0-15％が５年間で肝細胞癌発癌に至る'2-14.
また，重症化しない限り肝関連死亡には至らない単純性脂肪肝，および軽度線維化ＮＡＳＨも，メタボリック
シンドロームとは独立して動脈硬化などの心血管疾患の危険因子となることが最近報告された15,16．
現在，ＮＡＳＨの発症機序として，過栄養状態によって肝細胞への脂肪蓄積が起こり（firsthit)，さらに炎症
性サイトカインや酸化ストレスなどの肝細胞障害要因（secondhit）が加わり発症するtwo-hit仮説'7が提唱さ
れているが，脂肪肝炎の詳細な進展機序や，ＮＡＦｍが動脈硬化を進展させる機序については十分に明らかと
なっていない．
その要因の一つとして，適切な実験動物モデルが存在していないことが挙げられる．現在用いられている
NAF、/NAsHの実験モデルは，大きく以下の３つに分類される．（１）特定の遺伝子の過剰発現，または欠
損によって肥満や脂質代謝障害を誘導したモデル18-20．これらのモデルは，NAF、患者の病因を反映してお
らず，ＮＡＳＨまで進展することもまれである．（２）高ショ糖・高脂肪食による過剰栄養負荷モデル2''22．
ヒトの過剰な栄養状態を反映したより自然なモデルであるが，わずかな脂肪蓄積と炎症しか誘導されず，
NASＨモデルとしては不十分である．（３）methionine-andcholine-deficient(MCD)による栄養障害モデル23~25．
ＭＣＤ食は，肝臓への脂肪蓄積に引き続いて，組織学的にヒトＮＡＳＨと類似した強い炎症と中心静脈と類洞周
辺の線維化を引き起こすため，NASＨモデルとして最も頻用されている．しかし，この食餌は，栄養欠乏に
より体重を極度に減少させ，ヒトＮＡＳＨの特徴であるインスリン抵抗性，肝細胞の風船様腫大，そして動脈
硬化を誘導することが出来ない26.以上の理由から，NASＨ患者の病因や病態を十分に反映している実験動
物モデルは，存在していないと言える．
そこで，本研究では動脈硬化と共に脂肪肝炎を誘導することが知られている動脈硬化食に注目した27．動
脈硬化食はコレステロールとコーノ1<i唆を含む食餌であり，以前から動脈硬化の研究に使用されてきた28.し
かし,現在まで動脈硬化食による脂肪肝炎が,ヒトＮＡＳＨに特徴的な組織学的異常を引き起こすかどうかは，
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検討されていない.また，脂肪肝炎の発症に関与する脂質代謝異常，インスリン抵抗性，肝臓発現遺伝子の
変動も不明である．
【方法】雄性C57BL/6Jマウスを通常食（脂肪６％;、＝10)，高脂肪食（ココアバター60％;、＝10)，動脈硬化
食(ココアバター14％,コレステロール1.25％,コール酸0.5％;、＝20),高脂肪動脈硬化食(ココアバター60％，
コレステロール1.25％，コール酸0.5％;、＝20)，またはメチオニン・コリン欠損食（脂肪１０％;、＝15）で飼
育し，６．１２．２４週後に耐糖能・インスリン抵抗性，血中・肝組織中の脂質プロファイル，肝・血管病理像，
肝組織中の酸化ストレスを過酸化脂質修飾タンパクとカルボニル修飾タンパクから評価した．また，肝臓の
発現遺伝子をマイクロアレイとReal-timePCR法を用いて包括的に解析した．
【結果】動脈硬化食負荷により，１．末梢血中にはsmalldensemLが増加し，大動脈弓には動脈硬化の初期
病変である脂肪線状形成と血管平滑筋細胞の増殖を認めた．２．肝臓にはコレステロールが蓄積した．組織
学的には，肝細胞の風船様腫大を伴う炎症．線維化が時間依存的に誘導され，負荷後24週には前肝硬変状態
へ進行した（FigUre2)．３．肝臓には酸化ストレスの指標である過酸化脂質修飾タンパクが蓄積し，活性化
星細胞を示すcc-smoothmuscleactin陽性細胞数が増加した．４．肝でのインスリンシグナル伝達の鍵分子であ
るmsulinreceptorsubstrate-2のタンパク発現レベルが低下していたことは，肝におけるインスリン抵抗性を示
唆する．５．動脈硬化食の脂肪含量をさらに高めることで，肝臓にはコレステロールに加えて中性脂肪６遊
離脂肪酸が蓄積した．６．高脂肪負荷により，酸化ストレスとインスリン抵抗性がともに増大し，動脈硬化
食による動脈硬化と脂肪肝炎の病理はさらに増悪した．７．肝臓発現遺伝子の包括的解析により，肝病理の
背景となる代謝経路を抽出した．動脈硬化食負荷マウスの肝臓では，脂肪酸合成・炎症性サイトカイン．線
維形成・酸化ストレス産生遺伝子群の発現が冗進した．８．高脂肪動脈硬化食では，これらの経路のさらな
る冗進に加え，抗酸化酵素遺伝子群の発現が減弱した．
【結論】動脈硬化食は，動脈硬化を惹起させると共に，肝臓へコレステロールを蓄積させ，脂肪肝炎を誘導
した．また，この脂肪肝炎は，既存の動物モデルとは異なり，動脈硬化を合併し，重要な組織学的所見であ
る肝細胞の風船様腫大も有していたことから,脂肪肝炎の病態解析,脂肪肝炎と動脈硬化の相互作用の解析，
治療薬剤のスクリーニングに有用なツールとなり得る．肝臓へのコレステロール蓄積は酸化ストレスを誘導
し，肝におけるインスリン抵抗性をもたらす．さらなる高脂肪負荷は，少なくとも一部には抗酸化酵素遺伝
子群の発現減弱を介してこの病態を悪化させる．コレステロール蓄積は高脂肪食過剰摂取に伴うインスリン
抵抗性や脂肪性肝炎の発症誘因となる可能性がある．
－１０－
【参考文献】
PalomoI,A1arconM,Moore-CarrascoR,ArgilesJMHemostasisalterationsmmetabolicsyndrome(review)．
IntJMolMed2006;18:969-74.．
MatsuzawaYPathophysiologyandmolecularmechanismsofvisceralfatsyndrome:theJapanesecxperience・
DiabetesMetabRevl997;13:3-13．
ＫａｐｌａｎＮＭ，Thedeadlyquartet・Upper-bodyobesityうglucoseintolerance，hypertriglyceridemia，and
hypertension・ArchlnteｍＭｅｄｌ９８９;149:1514-20．
SamuelVT;ＬｉｕＺＸ,ＯｕＸ,E1derBD,ＢｎｚＳ,BefroyD,RomaneUiAJ,ShulmanGLMechanismofhepatic
msulinresistanceinnon-alcoholicfattyliverdisease・JBiolChem2004;279:32345-53.
1．
2．
3．
4．
5． ThmuraY;ｎｎａｋａＹ;SatoEChoiJB,WatadaH,ＮｉｗａＭ,KinoshitaJ,OokaA,KumashiroN,IgarashiY；
KyogokuS,MaeharamKawasumiM,HiroseT;KawamoriR・Effectsofdietandexerciseonmuscleandliver
mtraceUmarlipidcontentsandmsulinsensitivityintype2diabeticpatients、JC1inEndocrmolMetab
2005;90:3191-6．
darkJMBrancatiFL,DiemAM・Nonalcoholicfattyliverdisease・Gastroenterology2002;122:1649-57.
Neuschwander-TbtriBA・Nonalcoholicsteatohepatitisandthemetabolicsyndrome、ＡｍＪＭｅｄＳｃｉ
■
●
一グ【叩〉【，〃，
2005;330:326-35.
ＬｕｄｗｉｇＪ，ⅥggianoTR，ＭｃＧｉＵＤＢ，ＯhBINonalcoholicsteatohepatitis：MayoC1inicexperienceswitha
hithertounnameddisease・MayoC1inProcl980;55:434-8．
SchaffnerEThalerHNonalcoholicfattyliverdisease,ProgLiverDisl986;8:283-98．
Neuschwander-TbtriBA，CaldwellSHNonalcoholicsteatohepatitis：ｓｕｍｍａｒｙｏｆａｎＡＡＳＩＤＳｉｎｇｌｅＴｂｐｉｃ
Conference,Hepatology2003;37:1202-19．
ＧｒｅｅｎＲＭ､NASH-hepaticmetabolismandnotsimplythemetabolicsyndrome・HepatologyZOO3;38:14-7．
ＤｉｘｏｎＪＢ,BhathalPS,Ｏ１ＢｒｉｅｎＰＥ・Nonalcoholicfattyliverdisease:predictorsofnonalcoholicsteatohepatitis
andliverfibrosismtheseverelyobese､Gastroenterology2001;121:91-100．
CaldwellSH,HespenhcideEESubacuteliverfailureinobesewomen・AmJGastroenterol2002;97:2058-62．
ＡｄａｍｓＬＡ,LympJEStSauverJ,SandersonSOLindorKD,FeldsteinA,AnguloPbThenaturalhistoryof
nonalcoholicfattyliverdisease:apopulation-basedcohortstudy・Gastroenterology2005;129:113-21．
BrcaAMosqueraD,MartV≠nE,AriztiA,CorderoJL,RosENonalcoholicfattyliverdiseaseisassociatedwith
carotidatherosclerosis:acase-controlstudy・ArteriosclerThrombVascBiol2005;25:1045-50．
InrgherQBertoliniL,PoliERodeUaS,ＳｃａｌａＬ,TbssariR,ZenariL,FalezzaGNonalcoholicFattyliver
diseaseandriskoffUtmecardiovasculareventsamongtype2diabeticpatients､Diabetcs2005;54:3541-6．
DayCEJamesORSteatohepatitis:ataleoftwomhitsm？Gastroenterologyl998;114:842-5．
ＣｈｅｎＨ,CharlatO,HlrtaglialA,WOolfEA,ＷｅｎｇＸ,E11isSJ,ＬａｋｅｙＮＤ,CulpepperJ,MooreKJ,BreitbartRE，
ＤｕｙｋＧＭ,TbpperRI,MorgenstemJPLEvidencethatthediabetesgeneencodestheleptinreceptor:identification
ofamutationintheleptinreceptorgeneindb/dbmiceCelll996;84:491-5.
8．
9.
10.
1１．
１２．
1３．
１４．
1５．
1６．
1７．
１８．
－１１－
1９． CostetELegendreC，ＭｏｒｅＪ，ＥｄｇａｒＡ，GaltierEPmeaumPeroxisomeproliferator上activatedreceptor
alpha-isofOrmdeficiencyleadstoprogressivedyslipidemiawithsexuaUydimorphicobesityandsteatosis・ＪＢｉｏｌ
Cheml998;273:29577-85.
ＳｈｉｍａｎｏＨ,HortonJD,ＨａｍｍｅｒＲＥ,Shimomural,ＢｒｏｗｎＭＳ,GoldsteinJL,Overproductionofcholesteroland
fattyacidscausesmassiveliverenlargementintransgenicmiceexpressingtruncatedSREBP-1a,JC1inlnvest
l996;98:1575-84．
PoulsomR・Morphologicalchangesoforgansaftersucroseorfructosefeeding・ProgBiochemPharmacol
l986;21:104-34．
SurwitRS,FeinglosMN,RodinJ,SutherlandA,PetroAE,OparaEC,KuhnCMRebuffe-ScriveM
DifferentialeffectsoffatandsucroseonthedevelopmentofobesityanddiabeteshlC57BL/6ＪａｎｄＡ/Jmice・
Metabolisml995;44:645-51．
LeclercqlA,FaIreＵＧＣ,ＦｉｅｌｄＪ,ＢｅＵＤＲ,Gonzalez]FUI,RobertsonGRCYP2E1andCYP4Aasnncrosomal
catalystsoflipidperoxidesmmurinenonalcoholicsteatohepatitisJC1inInvest2000;105:1067-75．
ＩｐＥ,FarreUGC,RobertsonCiHaUEKirschR,LeclercqLCentralroleofPPARalpha-dependenthepaticlipid
tumoveriｎｄｉetarysteatohepatitisinmice,Hepatology2003;38:123-32．
ＷｅｌｔｍａｎＭＤ,FarrellGC,LiddleCIncreasedhepatocyteCYP2E1expressioninaratnutritionalmodelof
hepaticsteatosiswithinflammation・Gastroenterologyl996;111:1645-53．
ＲｉｎｅＵａＭＥ，GreenRMThemethionine-cholinedeficientdietarymodelofsteatohepatitisdoesnotexhibit
insulinresistanceJHepatol2004;40:47-51．
JeongWI,JeongDH,ＤｏＳＨ,ＫｉｍＹＫ,ＰａｒｋＨＹ５ＫｗｏｎＯＤ,ＫｉｍＴＨ,JeongKSMildhepaticfibrosisin
cholesterolandsodiumcholatediet-fedrats,JVetMedSciZOO5;67:235-42．
PaigenB,MorrowA,BrandonC,MitchellD,ＨolmesRVariationinsusceptibilitytoatherosclerosisamong
inbredstrainsofmice・Atherosclerosisl985;５７:65-73.
20.
21.
22.
23.
24.
２５．
26.
27.
28.
－１２－
学位論文審査結果の要旨
近年，飲酒歴が無いにも関わらず，過栄獲状態によって肝臓へ脂肪が薪jlMiし，肝隙審をきたす非アルコー
ル性脂肪性月干疾患（non戸alcoholicfh町liverdisease;NAFLD）が増加している．また，NAFLDは，動脈ｊ硬化の
独立した危険因子であることが知られている．本研究では，マウスへi鰯コレステロール食を負荷した際の脂
肪肝炎と11Ｍm硬化の進展にについて詳細に検討し，以下の成果を得た．
高コレステロール食負荷の期間と脂肪含iIkに依存して（１）鋤脈破化と脂肪肝炎は怨化した．（２）肝臓に
は酸化ストレスの指標である過酸化脂熨修飾タンパクが欝祇し，（３）インスリン抵抗性が誘導された．さら
に，（４）肝MMiでは，脂肪酸合成・炎症性サイトカイン・線維形成・酸化ストレス産生遺伝子群の発現が冗進
した．（５）さらなる高脂肪負荷により，抗酸化酵素遺伝子群の発現が減弱した．
以上のように，マウスに高コレステロール食を負荷する難で，動脈硬化と脂肪肝炎が惹起するなど，ヒト
のＮＡＦＬＤあるいは非アルコール性脂肪肝炎（NASＨ）の病態を作成する噸が出来た．そして，肝臓でのコ
レステロール蓄秋は酸化ストレスを誘導し，インスリン抵抗性をもたらすこと，さらなる高脂肪負荷は，中
性脂肪と遊離脂肪酸も蓄積させ，抗酸化酵素遺伝子群の発現減弱を介してこの病態を悪化させることなどを
示唆した．かかる研究は,今後のＮＡＦＬＤやＮＡＳＨの治療法や治療薬の開発のための有用な情報を提供する
ものと評価され，博士櫟学)論文に値すると判定した．
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